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RESUMO

O Brasil destaca-se como o maior produtor mundial de cana-de-agucar, com
uma estimativa de producdo de 685 milhdes de toneladas para a safra de 2024/2025
em uma area aproximada de 8,7 milhdes de hectares. A produtividade dessa cultura
pode ser influenciada por fatores abidticos e bidticos, sendo as doencas um dos
principais limitadores. Dentre elas, destaca-se a ferrugem marrom, causada pelo
fungo Puccinia melanocephala, a qual provoca lesdes foliares e prejudica o
desenvolvimento da planta, podendo acarretar perdas superiores a 50% em cultivares
suscetiveis. Atualmente, o principal método de controle da ferrugem é o uso de
genotipos resistentes, sendo um dos principais critérios de selecdo nos programas de
melhoramento da cultura. Tal caracteristica € atribuida, em grande parte, ao gene
dominante Brul, cuja presenca pode ser detectada por meio de dois marcadores
moleculares, R12H16 e 9020-F4-Rsal. O presente estudo teve como objetivo avaliar
a presenca do gene de resisténcia em 12 gendétipos de cana-de-aglcar pertencentes
ao Programa de Melhoramento da RIDESA. Foram realizadas duas extracfes de DNA
gendmico, submetendo-se as amostras a reacoes de PCR para a amplificacdo dos
marcadores diagndsticos para o gene Brul. Dentre os 12 genotipos avaliados, quatro
apresentaram a amplificacdo dos marcadores R12H16 e 9020-F4-Rsal, confirmando
o carater resistente a ferrugem marrom. Quanto as demais cultivares, verificou-se
apenas a amplificacdo do marcador 9020-F4-Rsal, sugerindo um potencial carater
resistente a ferrugem marrom, com excecédo de dois genétipos que ndo apresentaram
amplificagéo para esse marcador.

Palavras-chave: Puccinia melanocephala. Saccharum spp. Marcador molecular.
Degradacao de primers. Contaminacao de amostras de DNA.



ABSTRACT

Brazil stands out as the world's largest producer of sugarcane, with an
estimated production of 685 million tons for the 2024/2025 harvest season, cultivated
over an area of approximately 8.7 million hectares. The productivity of this crop can be
influenced by abiotic and biotic factors, with diseases being among the main limiting
factors. Among these, brown rust, caused by the fungus Puccinia melanocephala, is
particularly notable, as it causes leaf lesions and hampers plant development,
potentially leading to losses exceeding 50% in susceptible cultivars. Currently, the
primary method for controlling brown rust is the use of resistant genotypes, which has
become one of the key selection criteria in sugarcane breeding programs. This
resistance is largely attributed to the dominant gene Brul, whose presence can be
identified using two molecular markers, R12H16 and 9020-F4-Rsal. The present study
aimed to evaluate the presence of the resistance gene in 12 sugarcane genotypes
from the RIDESA Breeding Program. Two genomic DNA extractions were conducted,
and the samples were subjected to PCR reactions to amplify the diagnostic markers
for the Brul gene. Among the 12 genotypes evaluated, four exhibited amplification of
both markers, R12H16 and 9020-F4-Rsal, confirming their resistance to brown rust.
For the remaining cultivars, only the 9020-F4-Rsal marker was amplified, suggesting
a potential resistance to brown rust, with the exception of two genotypes that did not
show amplification for this marker.

Keywords: Puccinia melanocephala. Saccharum spp. Molecular maker. Primers
degradation. Contamination of DNA samples.
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1 INTRODUCAO

Matéria-prima para a producdo de acUcar, biocombustivel e geracdo de
energia elétrica, a cana-de-agucar (Saccharum spp. L.) apresenta um grande papel
no cenario nacional e mundial, ndo somente pelo valor da producdo, mas
principalmente pela sua importancia no ambito da sustentabilidade ambiental e
socioeconbmica, através da geracdo de empregos e renda. Dentro do ranking global,
o Brasil se encontra como o maior produtor de cana-de-agUcar, apresentando uma
producdo estimada de 685,86 milh6es de toneladas para a safra 2024/25 em uma
area de gquase 8,7 milhdes hectares (CONAB, 2024).

Tanto a produtividade como o desenvolvimento da cana-de-agucar estao
diretamente ligados a fatores bidticos e abidticos, como condi¢des edafoclimaticas e
problemas fitossanitarios. Dentre esses problemas, pode-se destacar as doencas,
sendo as ferrugens uma das principais (ZHAO et al., 2011; ZHANG et al., 2021).

A ferrugem marrom, causada pelo fungo Puccinia melanocephala H. & P. Syd,
apresenta uma grande importancia no setor canavieiro. Seu primeiro relato ocorreu na
década de 1950, na india (PATEL et al., 1950), encontrando-se hoje na maioria das
areas produtoras mundiais de cana (RACEDO et al.,, 2013; PARCO et al., 2014;
ZHANG et al., 2021; OLIVEIRA et al., 2024). A doenca causa lesdes nos tecidos
foliares da planta, reduzindo sua taxa fotossintética e, consequentemente, interferindo
no crescimento e na producéo da cultura (TOKESHI; RAGO, 2005; HOY; HOLLIER,
2009; ZHAO et al., 2011).

Atualmente, o0 método mais eficiente para o controle da ferrugem marrom é
através do uso de variedades resistentes (RACEDO et al., 2013; WANG et al., 2017;
LI et al., 2017), sendo tal caracteristica um dos principais critérios de selecdo nos
programas de melhoramento (GLYNN et al., 2013).

A resisténcia a ferrugem marrom € uma caracteristica de alta herdabilidade
(SORDI et al., 1988; HOGARTH et al., 1993) sendo controlada principalmente pelo
gene dominante Brul, o qual foi identificado primeiramente na cultivar R570
(DAUGROIS et al., 1996; ASNAGHI et al.,, 2004). Por meio de andlises de
mapeamento genético, desenvolveram-se dois marcadores moleculares, R12H16 e
9020-F4-Rsal. Tais marcadores apresentam uma alta eficiéncia em identificar a
presenca do gene Brul, permitindo dessa forma, prever o comportamento resistente

em gendtipos de cana-de-aglcar em programas de melhoramento (COSTET et al.,
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2012; Ll et al., 2017; BARRETO et al., 2017; NEUBER, 2015; BORELLA et al., 2021;
ZHANG et al., 2021).

O objetivo do presente trabalho foi identificar a presenga do gene Brul em 12
cultivares de cana-de-agucar, desenvolvidas pela Universidade Federal do Parand,
consideradas promissoras para o programa de melhoramento da Rede

Interuniversitaria para o Desenvolvimento do Setor Sucroenergético (RIDESA).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CANA-DE-ACUCAR

2.1.1 Aspectos gerais da cultura

Pertencente a tribo Andropogoneae, familia Poaceae, género Saccharum, a
cana-de-agucar € uma planta semi-perene, alégama, poliploide e C4, apresentando
seis espécies principais: S. officinarum (2n = 80), S. spontaneum (2n = 40-128), S.
edule (2n = 60-80), S. robustum (2n = 60-205), S. barberi (2n = 81-124) e S. sinense
(2n = 111-120) (CENSI, 2017; WANG et al., 2017).

Atualmente, grande parte das variedades modernas (Saccharum spp.)
desenvolvidas e plantadas no mundo séo oriundas da hibridacdo interespecifica das
espécies S. officinarum e S. spontaneum. Acredita-se que o centro de origem delas
seja 0 continente asiatico, sendo os locais mais provaveis a Indonésia e a Nova Guiné,
donde se espalharam para a China, india, Micronésia e Polinésia (D’HONT et al.,
2008; AMARAL et al., 2015; MORAIS et al., 2015). No Brasil, acredita-se que a cana-
de-acucar tenha chegado por meio da expedicdo de Martim Afonso de Sousa, entre
1530 e 1532 (SILVA et al., 2021).

As plantas de S. officinarum, comumente chamadas de canas nobres,
apresentam colmos grossos pouco fibrosos com alta capacidade de acumular
sacarose, entretanto, possuem sistema radicular pouco desenvolvido e baixa
resisténcia a doencas. Ja as plantas de S. spontaneum possuem colmos curtos e finos
com alta porcentagem de fibra e baixo teor de sacarose, apresentando um sistema
radicular bem desenvolvido e maior resisténcia a doencas e estresses abidticos
(CESNIK; MIOCQUE, 2004).

A hibridagéo entre essas duas espécies € denominada de nobilizacéo, ou seja,
corresponde ao cruzamento entre um clone nobre, com alto teor de agucar, com uma
espécie aparentada, geralmente vigorosa e/ou resistente a doencas. Posteriormente,
sdo realizados varios retrocruzamentos do hibrido obtido com o mesmo parental
nobre. Desta forma, o objetivo é recuperar de forma gradativa as caracteristicas do
clone nobre, havendo uma pequena contribuicdo genética do clone aparentado
(AUGUSTO, 2013).
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2.1.2 Importancia econémica da cana-de-acucar

O Brasil € o maior produtor de cana-de-acucar do mundo. Em 2022, a
producdo brasileira foi de 724 milhdes de toneladas, seguido pela india, China,
Tailandia e Paquistdo (FAO, 2022). Na safra 2023/2024, a produc¢ao nacional foi de
713 milhdes de toneladas, com um rendimento médio de 85 mil kg/ha em uma area
estimada de 8,3 milhdes hectares. As exportacdes de acucar nesse periodo foram de
35,2 milhdes de toneladas, alcancando cerca de US$ 18,3 bilhdes (CONAB, 2023).

Para a safra 2024/2025, estima-se uma producao aproximada de 686 milhdes
de toneladas e uma produtividade de 79 mil kg/ha, havendo uma reducéo de 3,8% e
7,6% em relacdo a safra anterior, respectivamente. Entre os principais fatores, estao
as altas temperaturas em associagcdo com baixos indices pluviométricos na Regido
Centro-Sul (CONAB, 2024).

Regionalmente, o Sudeste e o Centro-Oeste sdo as principais regidoes
produtoras do pais, sendo que a primeira concentra cerca de 65% da producao
nacional. Ainda nesse contexto, os principais estados produtores sdo Sao Paulo (355
milhdes t), Minas Gerais (83 milhdes t), Goias (75 milhdes t), Mato Grosso do Sul (52
milhdes t) e Parana (37 milhdes t). Juntos, os cinco estados correspondem cerca de
87% da producéo nacional (CONAB, 2024).

Segundo SILVA et al. (2021), além da producédo de acucar, por meio de seus
produtos e subprodutos, a cana é uma importante matéria-prima para diversos setores
e atividades, como para a industria alimenticia, a producdo de biocombustiveis, a
construcéo civil e na geracao de energia elétrica. Estudos tem mostrado a viabilidade
do uso de pedacos de cana para imobilizar culturas de Kefir e, assim, obter leite
fermentado estavel. Aléem disso, existe ainda a possibilidade do uso de melago como
substrato, em conjunto com o bagaco, para o crescimento de cogumelos e como fonte
de carbono em bioprocessos microbianos. Quanto ao bagago da cana, subproduto da
moagem dos colmos, ele pode ser destinado para a producéo de etanol de segunda
geracdo, bem como para geracao elétrica e térmica, sendo considerado uma energia
renovavel e sustentavel. Ja no ambito da construcdo civil, as cinzas oriundas da
queima do bagaco para producédo de energia, ttm sido usadas alternativamente ao
cimento na confecgdo de argamassas e concretos. Além dessas possibilidades, os

subprodutos da cana podem ser utilizados em outras areas (TABELA 1).
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TABELA 1 - APLICAGOES E QUANTIDADES GERADAS DE SUBPRODUTOS A PARTIR DO
PROCESSAMENTO DA CANA-DE-ACUCAR

Subprodutos Aplicacdes Quantidade gerada
Combustivel para caldelr?, producéo de 280 kg/tonelada de cana
celulose e alimentag&o de gado
Bagaco ) processada
confinado
20 a 40 kg/tonelada de cana
Torta de filtro Fertilizante g
processada
Melaco Producéo de proteina, racoes, levedura 40 a 60 kg/tonelada de cana
¢ prensada para panificagdo, antibidticos processada
Alimentacao de animais, producéo de
Vinhaga proteinas (blomg_ssa)L produgao de 12 a 18 L/litro de &lcool
metano e fertilizacdo de solos
. Matéria-prima para processamento de
Oleo fusel prima para p 0,05 a 0,2 L/100 litro de alcool
refinagéo - solventes
" Aplicacdo na producgéo de 4lcoois . .
Alcool bruto ) . 1 a5 L/100 litro de &lcool
extrafino e neutro, combustivel
Levedura seca Racéo animal 2,5 kg/100 litro de &lcool

Fonte: Adaptado de SILVA et al. (2021).
2.1.3 Melhoramento genético da cana-de-acucar

A cana-de-acucar é cultivada mundialmente em quase todas as regifes
tropicais e subtropicais, sendo o seu melhoramento genético realizado por diversas
instituicdes publicas e privadas. O sucesso no desenvolvimento de novas cultivares
por esses programas esta diretamente relacionado a correta identificacdo e uso dos
recursos genéticos disponiveis (AMARAL et al., 2015; MORAIS et al., 2015).

Os trabalhos de melhoramento da cana tiveram seu inicio na virada do século
19, baseando-se em diversas coletas de genoétipos em centros de diversidade por
pesquisadores de Java e Barbados para a formacéo de colecbes de germoplasma
(BERDING; ROACH, 1987; MATSUOKA et al., 2005).

Atualmente, existe muitos Bancos Ativos de Germoplasma (BAG) tanto
nacionais como internacionais. O BAG dos EUA e da india sdo considerados como
“‘Bancos Mundiais” devido a grande variabilidade genética que possuem. O BAG
americano, localizada em Canal Point, Florida, conta com mais de 2 mil acessos do
género Saccharum. Ja o BAG indiano possui cerca de 2,2 mil acessos, 0s quais se

encontram divididos em Kannur e Coimbatore. Além desses, outros bancos
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significativos estéo situados em Cuba, Africa do Sul e Australia (AMARAL et al., 2015;
MORAIS et al., 2015).

No Brasil, os primeiros relatos de melhoramento correspondem ao final do
século XIX, periodo marcado pelo intercambio de materiais a partir dos donos de
engenho, os quais realizavam melhoramentos empiricos a titulo de curiosidade. O
cunho mais cientifico dos cruzamentos teve inicio a partir do século XX, em
Pernambuco, através da instalacdo de duas estacbes experimentais, em Escada e
Curado (MATSUOKA et al., 2005). Tais centros de pesquisa acabaram servindo de
base para o surgimento de outros programas de melhoramento, sendo os ativos
atualmente: Instituto Agrondmico de Campinas (IAC), Centro de Tecnologia
Canavieira (CTC) e Rede Interuniversitaria para Desenvolvimento do Setor
Sucroenergético (RIDESA) (MORAIS et al., 2015).

Em 1971, o Instituto do Actcar e do Alcool (IAA), 6rgdo do Ministério da
Indastria e do Comércio, criou o Programa Nacional de Melhoramento da Cana-de-
acucar (PLANALSUCAR), cujo objetivo era melhorar os rendimentos da cultura tanto
no campo como nha industria através da difusdo de conhecimentos, produtos e servigos
com os produtores. O programa apresentou resultados significativos, no entanto, em
1988, devido a mudancas no cenario da politica econdmica nacional, programas de
subsidios, como 0 PROALCOOL, acabaram sendo encerrados. O resultado disso, foi
a extingdo do IAA em 1990, assim como a do PLANALSUCAR. Apesar disso, no
mesmo ano, houve a incorporacéo de todo patriménio fisico e de recursos humanos
da PLANALSUCAR por Universidades Federais, surgindo assim a RIDESA.
Atualmente, composta por 10 Universidades Federais, a RIDESA conta com 79 bases
de pesquisa sendo responsavel por 65% dos materiais de cana cultivadas no Brasil
(RIDESA, 2024).

Conforme MORAIS et al. (2015), além de serem destinadas para a producdo
de acucar, etanol e eletricidade, ha uma demanda crescente de novas cultivares para
a producéo de etanol celulésico, bioeletricidade e bioquimicos. O desenvolvimento de
novas variedades acaba exigindo dos melhoristas a habilidade de compreender as
necessidades da cultura e do mercado para entdo estabelecer as caracteristicas que
serdao consideradas ao longo do programa de melhoramento. Entre essas
propriedades, pode-se citar: produtividade, época de maturacdo, teor de fibra,
velocidade de crescimento e perfilhamento, auséncia de florescimento, crescimento

ereto, despalha facil, brotacdo e longevidade, adaptabilidade e estabilidade e
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tolerancia a estresses abioticos. Reunir todos esses aspectos em um Unico genétipo
acaba sendo um trabalho arduo, levando em média de 10 a 15 anos. Além disso, ao
longo do melhoramento, novas tecnologias podem ser inseridas no processo produtivo
variando com isso a lista de prioridades conforme o tempo.

Dentro de tais prioridades, uma de grande importancia é a resisténcia a
doencas, sendo em algumas culturas, o Uunico meio de controle disponivel. Desta
forma, para o desenvolvimento de cultivares resistentes em programas de
melhoramento, é de suma importancia ter variabilidade genética e fontes de
resisténcia disponiveis, como cultivares elites, germoplasmas, espécies silvestres e
mutacfes, assim como entender o funcionamento da heranca de resisténcia
(THUROW; CASTRO; PEREIRA, 2018).

2.2 FERRUGEM MARROM

2.2.1 Historia e importancia da doenga

A ferrugem marrom é causada pelo fungo basidiomiceto Puccinia
melanocepahala H. & P. Syd, sendo pertencente a Ordem Pucciniales, Familia
Pucciniaceae (EPPO, 2024). Seu primeiro relato ocorreu na india, em 1907, em
Erianthus ravennae (CUMMINS, 1953; SATHE, 1971), sendo observado pela primeira
vez na cana-de-acucar em 1950 em territério indiano (PATEL et al., 1950). Na década
de 70, surtos ocorreram no Japdo, Taiwan e Australia, chegando nas Américas em
1978, através da Republica Dominicana, donde se alastrou rapidamente causando
perdas superiores a 50% no México em 1981-1982 (PURDY et al., 1983; CARDOSO;
SANGUINO, 1988; COMSTOCK et al., 1992).

Na China, a primeira ocorréncia da ferrugem marrom foi na Provincia de
Yunnan em 1982, alastrando-se para outras areas canavieiras como Fujian,
Guangdong, Sichuan, Jiangxi e Hainan, sendo considerada uma das doencas mais
disseminadas e destrutivas na cultura da cana no pais, com perdas de campo de 10
a 40% (RUAN et al., 1983; WANG et al., 2013; LI et al., 2017).

No Brasil, a doenca foi relatada pela primeira vez em 1986 no Municipio de
Capivari, Sao Paulo, disseminando-se rapidamente pelo pais (SANGUINO; TOLEDO,
1983). Acredita-se que sua chegada tenha ocorrido por meio de correntes de ventos
provenientes da Africa (MACCHERONI; MATSUOKA, 2006). Apesar das perdas de
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até 50% em variedades suscetiveis (MATSUOKA et al., 1999), a doenca ndo chegou
a causar grande epidemia em territdrio nacional, visto que 90% dos canaviais eram
compostos por cultivares resistentes (TOKESHI; RAGO, 2005). Entretanto, a ferrugem
nao causa apenas perdas quantitativas, mas também problemas para os programas
de melhoramento, uma vez que, durante as fases de selecéo, clones promissores com
boas caracteristicas agrondmicas, mas suscetiveis a doenca, acabam sendo
eliminados (COMSTOCK; RAID, 1994; TOKESHI; RAGO, 2005).

2.2.2 Etiologia e sintomatologia

O agente etiologico da ferrugem marrom, P. melanocephala, produz dois tipos
de esporos, uredosporos e teliésporos. Os primeiros correspondem aos esporos de
reproducao assexual do fungo, sendo caracterizados pela coloragdo marrom-escura,
formato ovoide a eliopsoide, densamente equinulados, com 4 a 5 poros germinativos.
Jéa os telidsporos séo os poros reprodutivos sexuais do agente, podendo se formarem
isoladamente ou em pustulas urediniais. Geralmente, s&o marrom-escuros, clavados,
lisos, com célula distal dilatada e basal pedicelada (KIMATI et al., 1997).

Ambos o0s esporos podem germinar, mas a dispersdo e infeccdo sado
realizados apenas pelos ureddsporos, os quais podem ser dispersos através do vento,
gotas de agua e por materiais vegetais contaminados (CARDOSO; SANGUINO,
1988). Quanto a germinacdo dos ureddsporos, ela acaba sendo favorecida em
temperaturas entre 20 e 25 °C, sendo necessario mais de 8 horas de agua livre sobre
a superficie da folha para ocorrer a infeccdo (TOKESHI; RAGO, 2016).

Ocorrido a germinacdo, o tubo germinativo se diferencia em haustorio,
estrutura fungica responsavel por penetrar no tecido foliar, via estbmatos, e absorver
os nutrientes (NEUBER, 2015). Passados de 10 a 14 dias, torna-se possivel a
visualizacdo de pustulas na face abaxial das folhas, ocorrendo a liberacdo de esporos
no ambiente (SAGUINO; TOLEDO, 1983).

Os sintomas da doenca sao observados principalmente nas folhas da planta
(FIGURA 1). Inicialmente, a ferrugem se manifesta na forma de pequenas pontuacgoes
cloréticas, as quais evoluem para manchas alongadas, amarelas e paralelas as
nervuras. Com o passar do tempo, tais manchas aumentam de tamanho e adquirem
coloracdo avermelhada devido a formacdo de urédias. Com o rompimento dessas

estruturas, na face inferior da folha, ocorre a formagdo de pustulas de coloracéo



18

amarelada a marrom escuro (CARDOSO; SANGUINO, 1988). Em variedades mais
suscetiveis, as pustulas podem se agrupar e formar placas de tecido necrosado,
afetando o processo de fotossintese da planta e, consequentemente, reduzindo seu
desenvolvimento e produtividade (KIMATI et al., 1997; LIMA, 2021).

FIGURA 1 - SINTOMAS DE FERRUGEM MARROM (PUCCINIA MELANOCEPHALA) EM FOLHAS
DE CANA-DE-ACUCAR.

2.2.3 Controle da ferrugem marrom

Atualmente, o controle da ferrugem marrom pode ser realizado principalmente
de duas maneiras: via controle quimico, através da utilizacdo de fungicidas, ou via
controle genético, o qual se baseia no uso de cultivares resistentes. O uso de
fungicidas deve ser de forma preventiva ou no inicio dos sintomas da doenca, sendo
recomendado em situacfes em que a rapida substituicdo de cultivares suscetiveis por
resistentes acaba nao sendo possivel (CHAPOLA, 2013; SOUZA, 2018). Outras
situacdes para se fazer uso do controle quimico sdo em casos em que ocorre a quebra
de resisténcia do hospedeiro pelo patdégeno ou quando se deseja fazer uso de uma
cultivar suscetivel devido as étimas caracteristicas agrondmicas, como € o caso da
utilizag&o da cultivar CTC4 no Brasil (KOCH, 2021).
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O controle quimico na cultura da cana-de-agucar é recente, sendo que nos
altimos anos o numero de liberacbes de fungicidas tem aumentado, situacao

considerada interessante, uma vez que garante um maior leque de opc¢des para o
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combate da doenca no campo (KOCH, 2020). Atualmente, no Brasil, existem 9
ingredientes ativos e 22 produtos comerciais registrados no Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA) para o controle da ferrugem marrom (AGROFIT,
2024). Dos 22 produtos, no Parana, apenas sete estdo liberados, sendo que desses,
trés com restricdes de uso (Agéncia de Defesa Agropecuaria do Parana — ADAPAR,
2024).

Frente ao limitado nimero de produtos quimicos disponiveis, 0 uso de
variedades resistentes acaba sendo considerado o principal método de controle das
ferrugens da cana-de-acucar, além de ser um método com menor impacto ambiental
e possuir menor custo de adoc¢éo (LIMA, 2021). Para um controle genético efetivo,
alguns pontos devem ser considerados. No canavial, € importante haver uma boa
diversidade de cultivares ndo sendo recomendado um plantio superior a 15% de uma
mesma cultivar (NEUBER, 2015). Além disso, faz-se necessario avaliacdes periodicas
guanto a resisténcia das cultivares plantadas, visto que h& possibilidade da existéncia
de diferentes racas de P. melanocephala. Na Florida, foi constatado a presenca de
quatro ragas patogénicas do fungo, fazendo que duas cultivares, antes classificadas
como resistentes, passassem a serem suscetiveis, levantando-se com isso a hipotese
de que variantes patogénicas surgem nas areas produtoras e paralelamente ao

desenvolvimento de novas variedades (SHINE et al., 2005).

2.3 RESISTENCIA DA CANA-DE-ACUCAR A FERRUGEM MARROM

2.3.1 Herancga da resisténcia da cana a P. melanocephala

Como mostrado anteriormente, o uso de variedades resistentes é a principal
forma, atualmente, para se combater a ferrugem marrom nos canaviais,
principalmente por apresentar algumas vantagens frente a outros métodos, como:
exige pouca ou nenhuma tecnologia adicional para sua utilizagéo, o investimento &
economicamente acessivel para os produtores rurais e nao apresenta impactos
ambientais (CENSI, 2017). Por tais motivos, estudos quanto a heranca da resisténcia
a ferrugem marrom vem sendo realizados.

DAUGROIS et al. (1996), utilizando progénies de autofecundacao da cultivar
R570, caracterizada como resistente a doencga, observaram uma segregacgao de 3:1

(resisténcia: suscetibilidade) indicando a existéncia de um possivel gene dominante
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(Brul) responsavel por conferir resisténcia a ferrugem marrom. Além disso,
HOGARTH et al. (1983) e SORDI et al. (1988), concluiram que a resisténcia da cana a
ferrugem corresponde a uma caracteristica de alta herdabilidade e transmitida com
eficacia, sendo importante a escolha dos genitores em cruzamentos a fim de se obter
progénies resistentes.

ASNAGHI et al. (2001) por meio da inoculacéo da cultivar R570 com diferentes
isolados de P. melanocephala, provenientes do Brasil, Coldmbia, Fl6rida, Guadalupe
e Zimbabue, demonstraram que o gene Brul propicia resisténcia contra isolados de
diversas regides geograficas. Apesar disso, a durabilidade da resisténcia a ferrugem
ndo € considerada infinita devido a variabilidade e adaptabilidade de P.
melanocephala, permitindo que cultivares resistentes se tornem suscetiveis
(NEUBER, 2015). Segundo BARBOSA (2016), tal fenébmeno pode ser justificado pelo
ciclo de “boom-and-bust”, o qual consiste na utilizacdo de uma determinada cultivar
resistente em larga escala levando a uma maior presséo de selecdo sobre o patdgeno.
O resultado disso, é 0 surgimento de uma nova variante patogénica e,

consequentemente, a quebra de resisténcia da cultivar.

2.3.2 Marcadores moleculares associados a resisténcia a ferrugem marrom

Com o advento das tecnologias e técnicas modernas de Genética e Biologia
Molecular, tornou-se possivel a manipulacdo do material genético e o surgimento dos
marcadores moleculares na década de 80. Entre as suas vantagens, tém-se como
principais a obtencdo de um numero praticamente ilimitado de polimorfismos
genéticos, o reconhecimento direto do gendtipo sem influéncia ambiental e a
possibilidade da deteccdo do marcador em qualquer estadio de desenvolvimento da
planta (FALEIRO, 2007; GUIMARAES et al., 2009).

Segundo FALEIRO (2007), o uso de marcadores moleculares proporciona a
geracdo de uma grande quantidade de informacgdes sobre identidade genética, a
diversidade, a frequéncia génica e os relacionamentos filogenéticos dos recursos de
determinado germoplasma, auxiliando em diferentes etapas, como coleta,
manutencdo, caracterizagdo, manejo e utilizacdo dos materiais genéticos. Em
programas de melhoramento, tais conhecimentos acabam auxiliando na escolha dos

genitores e no planejamento dos cruzamentos a fim de maximizar a heterose e as
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combina¢cdes génicas desejadas, assim como identificar genes responsaveis por
caracteristicas agronémicas qualitativas e quantitativas de interesse.

COSTET et al. (2012), analisando um conjunto de 380 materiais de cana
provenientes de 30 programas de melhoramento do mundo, identificaram dois
marcadores moleculares, R12H16 e 9020-F4-Rsal, ligados ao gene Brul e fortemente
associados a resisténcia a ferrugem marrom, uma vez que 0s marcadores se
encontravam ausentes nos materiais suscetiveis.

Estudos gendmicos realizados por LE CUNFF et al. (2008) e COSTET et al.
(2012) mostraram que Brul se encontra em uma insercao de tamanho desconhecido
especifica para haplétipos portadores de Brul, estando ausente em outros haplétipos
homélogos. Tal insercdo induz uma reducdo de recombinacao que leva a um forte
desiquilibrio de ligacdo (LD) na regido Brul e um completo LD entre os marcadores
moleculares R12H16, localizado na insercdo, e 9020-F4, o qual se encontra
flanqueando a insercao.

As sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores do marcador R12H16 séo os
seguintes: Fw: CTA CGA TGA AAC TAC ACC CTT GTC e Rv: CTT ATG TTA GCG
TGA CCT ATG GTC. Tal marcador amplifica um fragmento de 570 pares de base (pb).
Ja o marcador 9020-F4, tém como oligonucleotideos iniciadores: Fw: TAC ATA ATT
TTA GTG GCA CTC AGC e Rv: ACC ATA ATT CAA TTC TGC AGG TAC,
amplificando um fragmento entre 400 e 500 pb independentemente se o material for
resistente ou ndo. Este amplicon deve passar por um processo de digestdo com a
enzima de restricdo Rsal, a qual reconhece e cliva o sitio de restricdo GT?AC. O
resultado é a liberacdo de um fragmento de 200 pb, o qual € correspondente ao gene
de resisténcia. Tal fragmento € ausente em genoétipos suscetiveis, visto que ndo ha o
sitio de corte da enzima e, consequentemente, ndo ocorre a liberacdo do fragmento
(COSTET et al., 2012; WANG et al., 2017). Desta forma, a presenca do gene de
resisténcia € validada se tanto o marcador R12H16 como o 9020-F4-Rsal
apresentarem amplificacdo (RACEDO et al., 2013; CENSI, 2017; LI et al., 2017;
ZHANG et al., 2021)

Na China, ZHANG et al. (2021) buscaram avaliar a frequéncia do gene Brul
em 60 novas cultivares elites de cana e 34 principais variedades plantadas nas regides
de Yunnan e Guangxi. Das novas cultivares, 41 foram classificadas como resistentes
a moderadamente resistentes, e 19 como suscetiveis, estando o gene Brul presente

em 36 variedades resistentes e ausente nas outras 5 resistentes e nas 19 variedades
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suscetiveis. Dentre as principais cultivares plantadas, 25 foram consideradas
resistentes a moderadamente resistentes, e 9 como suscetiveis, sendo que o gene de
resisténcia foi observado em 18 variedades resistentes e ausente em 7 resistentes e
nas 9 variedades suscetiveis. Tais resultados indicam que tanto as novas variedades
criadas na China, nos ultimos anos, quanto as principais cultivares plantadas,
possuem o gene de resisténcia a ferrugem, apresentando alto potencial de uso nos
programas de melhoramento.

No Brasil, estudo semelhante foi feito por BORELLA et al. (2021), os quais
buscaram avaliar a presenca do gene Brul em 64 acessos pertencentes a RIDESA,
sendo tais materiais 0s parentais com as maiores participacdes nas hibridizacées do
programa dentro do periodo de 1970 a 2000. Dos 64 acessos, 38 foram caracterizados
como resistentes, 13 como intermediarios e 12 suscetiveis, sendo que o gene de
resisténcia esteve presente em 37 (58,7%) parentais. Observou-se também um
aumento da frequéncia do gene ao longo dos anos, sendo que nenhum dos materiais
dos anos 70 possuiam o gene, ao passo que 76% dos parentais dos anos 2000
apresentavam. A porcentagem de 58,7% indica que o gene Brul é uma das principais
fontes de resisténcia a ferrugem marrom, corroborando com NEUBER (2017) e
BARRETO et al. (2017), os quais validaram a eficiéncia dos marcadores R12H16 e
9020-F4-Rsal em detectar Brul, sendo altamente eficientes na predicdo da

resisténcia a ferrugem marrom.
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3 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido no Municipio de Curitiba, Parana, em casa de
vegetacdo e nos Laboratérios de Fitotecnia, Ecofisiologia e Biologia Molecular, os
quais estao localizados no Setor de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do
Parana (UFPR).

3.1 CULTIVARES E CLONES DE CANA-DE-ACUCAR

Para o presente estudo, foram utilizados 13 genotipos provenientes da Rede
Interuniversitaria para o Desenvolvimento do Setor Sucroenergético (RIDESA) e um
gendtipo do Centro de Tecnologia Canavieira (CTC), sendo os genoétipos RB867515
e CTC4 o controle positivo e negativo para o gene Brul, respectivamente (TABELA
2). Todos os materiais utilizados foram cedidos pela RIDESA, da Estacdo

Experimental de Paranavai-PR.

TABELA 2 - GENOTIPOS DE pANA-DE-AQUCAR AVALIADOS QUANTO A PRESENCA DO GENE
DE RESISTENCIA BRU1 E SEUS RESPECTIVOS GENITORES

Clone/Cultivar Genitor feminino Genitor
masculino
RB867515 (+) RB72454 ?
CTC4 (-) SP83-5073 ?
RB056351 RB855206 ?
RB056380 RB855206 ?
RB046215 SP93-1322 RB946903
RB046222 SP80-1842 ?
RB066443 RB825548 RB931575
RB076537 SP70-3370 RB915079
RB076553 SP70-1143 RB931515
RB116922 RB966928 RB977619
RB116931 RB855113 ?
RB116948 SP83-2847 ?
RB116966 RB966928 RB863129
RB116969 RB997548 RB956911

Fonte: O autor (2024).
(+): controle positivo, (-): controle negativo, ?: genitor desconhecido.
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Tais gendtipos foram selecionados para analise em vista de suas
caracteristicas consideradas promissoras para o programa de melhoramento da

RIDESA, sendo avaliado a presenca ou auséncia do gene Brul.

3.2 BROTACAO E DESENVOLVIMENTO DO MATERIAL VEGETAL

Os genotipos foram recebidos na forma de mini toletes de 25 mm de
comprimento e uma gema por tolete, sendo acondicionados em recipientes plasticos
(375 x 370 x 390 mm) fechados contendo substrato imido Carolina Soil® (FIGURA
2).

FIGURA 2 - ACONDICIONAMENTO DE MINIS TOLETES DE CANA-DE-AGUCAR EM RECIPIENTE
PLASTICO COM SUBSTRATO PARA BROTACAO

Fonte: O Autor (2024).

Nos recipientes, colocou-se cerca de 16 exemplares de dois genoétipos,
totalizando 32 minis toletes por recipiente (FIGURA 3), sendo entdo mantidos em
estufa (Fanem® 320-SE) a 30-32 °C, por aproximadamente 7 dias, para brotacéo e

desenvolvimento radicular do material.
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FIGURA 3 — DISTRIBUICAO DE MINIS TOLESTES DE CANA-DE-AGUCAR DENTRO DOS
RECIPIENTES PLASTICOS

Fonte: O Autor (2024).

Posteriormente, cada mini tolete foi transplantado para um tubete de
polietileno (280 cm?3) com substrato Carolina Soil®, sendo identificado e mantido em
casa de vegetacédo por cerca de 14 dias sob irrigacdo manual a cada 2 dias (FIGURA
4). Ap6s esse periodo, quando as plantas apresentavam cerca de 2 a 3 folhas,

coletou-se a folha mais nova para o processo de extracdo de DNA.
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FIGURA 4 - MATERIAL VEGETAL DE CANA—IPE-A(;UCAR EM CASA DE VEGETAGAO PARA
EXTRACAO DE DNA

K

Fonte: O Autor (2024).

3.3 EXTRACAO E QUANTIFICACAO DO DNA

Neste trabalho, realizou-se duas extragdes de DNA, denominadas Extracéo 1
e Extracdo 2. A partir de mudas sadias, fez-se a coleta de uma folha/planta de 3
plantas/gendtipo, totalizando 42 amostras. Devido ao grande numero, decidiu-se
realizar cada extracdo em duas etapas diferentes, sendo analisado 21 amostras em
cada etapa.

Uma vez cortadas, as folhas foram imediatamente armazenadas em
envelopes de aluminio, os quais foram acondicionados em caixa de isopor contendo
gelo. Posteriormente, com o auxilio de nitrogénio liquido, as folhas foram maceradas
até o ponto de pé fino para entdo realizar a extracdo de DNA.

O DNA foi extraido com base no protocolo de extracdo de tecidos vegetais
CTAB (brometo de cetiltrimetilamonio) de Doyle e Doyle (1987), havendo algumas
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modificacdes para a Extracdo 2. A fim de obter amostras de DNA com maior pureza,
as amostras foram submetidas ao tratamento com cloroférmio duas vezes seguidos.
Feita a extracao, as amostras foram identificadas (TABELA 3) e quantificadas
por espectrofotometria através do equipamento NanoDrop One/One® (Thermo Fisher
Scientific), sendo usado 1,8 pL de cada amostra. Para estimar a contaminacéo por
proteinas, baseou-se nas absorbancias 260/280 nm, sendo considerado amostras de
boa qualidade aquelas com uma relacdo entre 1,8 e 2,0. Apés a quantificacdo, as
amostras da Extracdo 2 foram padronizadas para uma concentragédo de DNA de 10

ng/pL em um volume final de 30 pL.

TABELA 3 - CODIGOS NUMERICOS ATRIBUIDOS AS AMOSTRAS DE DNA DOS GENOTIPOS DE
CANA-DE-ACUCAR AVALIADOS.

Clone/Cultivar Cdbdigo Amostra DNA
RB116966 1
RB116931 2
RB066443 3
RB046222 4
RB056380 5
RB056351 6

RB867515 (+) 7
RB116948 8
RB046215 9
RB076537 10
RB116922 11

CTC4 (-) 12
RB076553 13
RB116969 14

Fonte: O Autor (2024).

Além disso, para se avaliar a integridade do DNA, as amostras foram
submetidas a eletroforese em gel de agarose 1% durante 40 min a 60 volts (V). Para
a Extracdo 1, a partir da avaliacdo do gel de integridade do DNA, padronizou-se a

concentracéo para 30 ng/ pL em um volume final de 30 pL.

3.4 PCR UTILIZANDO OS OLIGONUCLETIDEOS INICIADORES R12H16 E 9020-
F4 E DIGESTAO COM A ENZIMA RSAI
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Para a deteccdo do gene Brul, utilizou-se os marcadores moleculares
R12H16 e 9020-F4, sendo o protocolo para a reacdo de PCR (Polymerase Chain
Reaction) realizado conforme COSTET et al. (2012). Com base nisso, as reac¢des de
PCR foram feitas em um volume final de 25 pL, contendo: 12,5 pL de PCR MasterMix
(Promega), o qual contém Tag DNA polimerase, MgCl2 e oligonucleotideos (dNTP’s)
em concentragdes 6timas para uso, 1 pL de primer senso (10 uM) e 1 uL de primer
antisenso (10 uM), 50 ng de DNA genbmico e agua livre de nuclease para completar
0 volume.

O programa de amplificacdo para os dois marcadores foi 0 mesmo, sendo
realizado em termociclador Veriti® 96-Well Thermal Cycler (Thermo Fisher Scientific)
conforme a ciclagem a seguir: 5 min de desnaturacéo inicial a 94 °C, seguido de 35
ciclos de 94 °C por 30 s, anelamento de 55 °C por 30 s, extensédo de 72 °C por45se
extensao final por 5 mina 72 °C (COSTET et al., 2012).

Os produtos de PCR do marcador 9020-F4 foram submetidos a digestao,
usando 15 pL do mesmo, 5 U/uL da enzima Anza 42 Rsal (Invitrogen), Anza 10X Buffer
(Invitrogen) e 4gua destilada para completar o volume de 20 pL. Os produtos foram

entdo incubados em termociclador a 37 °C por 30 min.

3.5 ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE DOS AMPLICONS

Os produtos de PCR usando os dois pares de primers, R12H16 e 9020-F4, e
os produtos da restricho do marcador 9020-F4-Rsal, foram submetidos
separadamente a eletroforese em gel de agarose a 1% e 1,5%, respectivamente,
sendo corados com GelRed® e usando como marcador de peso molecular o ladder 1
kb ou 100 pb. O tempo de corrida foi de 1h30min a 60 V, sendo utilizado cerca de 8
uL de cada amostra. Posteriormente, observou-se o0s géis em transluminador UV
(Loccus).

Os acessos RB867515 e CTC4 foram utilizados como controle positivo e
negativo, respectivamente (NEUBER, 2015; CENCI, 2017; BARRETO et al., 2017,
BORELLA et al., 2021).

3.6 TESTE DOS OLIGONUCLETIDEOS INICIADORES R12H16 E 9020-F4
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A fim de verificar a integridade dos primers dos marcadores R12H16 e 9020-
F4, visto que ja haviam sido utilizados em um trabalho anterior, uma reacao teste de
PCR foi realizada, sendo usado para cada marcador 5 amostras (CTC-4, RB867515,
RB076553, RB046215 e RB116969), provenientes da Extragdo 1, e um branco. A
reacdo de PCR foi conduzida conforme descrito anteriormente, sendo a Unica

diferenca a utilizac&do do Platinum® PCR SuperMix (Invitrogen).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 QUANTIFICACAO E INTEGRIDADE DO DNA EXTRAIDO (EXTRACAO 1)

Apoés a extracdo, toda amostra de DNA pode ser avaliada quanto a sua
concentracdo e pureza por meio da analise de densidade optica (DO) em
espectrofotometro. O DNA absorve a luz no comprimento de onda de 260 nm,
enquanto proteinas, de 280 nm. A relac@o entre A260/A280 nm permite determinar a
qualidade do DNA extraido, sendo que valores da relacao inferiores a 1,8 indicam
possivel contaminacdo por proteinas e, consequentemente, amostras de menor
qualidade (OLIVEIRA et al., 2007). J& valores superiores a 2,0 podem indicar possivel
contaminacdo com RNA, fenol e/ou cloroférmio (CARLSSON et al., 2018;
NASCIMENTO et al., 2022).

ApoOs a quantificacdo, o procedimento usualmente feito é a analise de
integridade do DNA em gel de agarose. Tal processo permite visualizar a quantidade
de quebra de DNA, a qual é caracterizada pela formacgéo de bandas de arraste, sendo
gue bandas limpidas e bem visiveis sdo indicadoras de baixa degradacdo do DNA
(ROSA, 2008).

Com base nisso, através de analise em espectrofotometria, pode-se averiguar
a qualidade das amostras de DNA da Extracao 1. Dentre as 42 amostras, valores de
relacdo A260/A280 nm menores que 1,8, entre 1,8 e 2,0 e superiores a 2,0 foram
verificadas em 8, 21 e 13 amostras (TABELA 4), respectivamente, indicando que 50%
das amostras tiveram uma possivel contaminacdo. A integridade do DNA foi
confirmada em gel de agarose 1% (FIGURA 4 e 5), ndo sendo verificado a formacéao

de bandas de arraste.

TABELA 4 - QUANTIFICACAO DE DNA DE AMOSTRAS DE GENOTIPOS DE CANA-DE-ACUCAR
DA EXTRACAO 1 POR ESPECTROFOTOMETRIA

Cédigo Amostra DNA ng/ pL A260/A280 | Codigo Amostra DNA ng/ pL A260/A280
11 219,7 1,60 8.1 325,8 1,90
12 104,0 1,90 8.2 269,1 1,79
13 46,5 2,05 8.3 61,1 1,65
21 140,4 1,93 9.1 49,4 1,85
2.2 78,5 1,22 9.2 63,6 1,85
2.3 366,5 1,51 9.3 123,6 1,96
31 809,9 1,86 10.1 40,5 2,13
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4.2
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51
52
53
6.1
6.2
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70,8
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Fonte: O Autor (2024).

FIGURA 5 - AVALIACAO DA INTEGRIDADE DO DNA GENOM[CO EM GEL DE AGAROSE 1% DAS
AMOSTRAS DOS GENOTIPOS DE CANA-DE-ACUCAR DA EXTRACAO 1

Fonte: O Autor (2024).

Poco: (Amostra); 1: (11.2); 2: (10.1); 3: (11.3); 4: (7.2); 5: (13.3); 6: (9.1); 7: (14.3); 8: (7.1); 9: (9.3);
10: (14.1); 11: (11.1); 12: (12.1); 13: (10.2); 14: (13.3); 15: (9.2); 16: (14.2); 17: (7.3); 18: (13.1); 19:

(13.2); 20: (12.2); 21: (12.3).

FIGURA 6 - AVALIACAO DA INTEGRIDADE DO DNA GENOMICO EM GEL DE AGAROSE 1% DAS

AMOSTRAS DOS GENOTIPOS DE CANA-DE-ACUCAR DA EXTRACAO 1

Fonte: O Autor (2024).

Pogo: (Amostra); 1: (5.1); 2: (5.2); 3: (5.3); 4: (6.1); 5: (6.2); 6: (6.3); 7: (8.1); 8: (8.2); 9: (8.3); 10:
(1.1); 11: (1.2); 12: (1.3); 13: (2.2); 14: (2.3); 15: (3.1); 16: (3.2); 17: (3.3); 18: (4.1); 19: (4.2); 20:

(4.3); 21: (2.1).

9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 13 20 21

.

-
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4.2 AMPLIFICACAO TESTE DOS OLIGONUCLETIDEOS INICIADORES R12H16 E
9020-F4

Através da reacdo teste de PCR, pbdde-se confirmar o adequado
funcionamento dos pares de primers, visto que houve a auséncia e presenca da
amplificacdo do marcador R12H16 para o controle negativo e positivo,
respectivamente, assim como houve a amplificagdo do marcador 9020-F4 para
ambos os controles (FIGURA 7). A partir disso, prosseguiu-se com a avaliagao das

demais amostras.

FIGURA 7 - REACAO DE PCR PARA AVALIACAO DO FUNCIONAMENTO DOS
OLIGONUCLETIDEOS INICIADORES R12H16 E 9020-F4 PARA GENOTIPOS DE CANA-DE-
ACUCAR

R12H16 9020-F4

Fonte: O Autor (2024).
L: ladder (1 kb); Poco: (Amostra); 1: (branco); 2: (12.2); 3: (13.1); 4: (7.3); 5: (9.2); 6: (14.3); 7:
(branco); 8: (12.2); 9: (13.1); 10: (7.3); 11: (9.2); 12: (14.3).

4.3 INCONSISTENCIA NAS REACOES DE PCR

Posteriormente a reacao teste de PCR, deu-se continuidade a avaliacdo dos
demais genétipos nao verificados. Entretanto, apesar da aplicacdo do mesmo
protocolo, foi observado a auséncia de amplificacdo para todas as amostras
analisadas (FIGURA 8).
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FIGURA 8 - AUSENCIA DE BANDAS CORRESPONDENTES AOS MARCADORES MOLECULARES
R12H16 E 9020-F4 PARA OS GENOTIPOS DE CANA-DE-ACUCAR AVALIADOS

8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18_ 19 20 21 22 23 24
U e e e : (E{ - W~ =

R12H16 9020-F4

Fonte: O Autor (2024).

L: ladder (1 kb); Pogo: (Amostra); 1: (7.3); 2: (12.2); 3: (branco); 4: (1.3); 5: (2.2); 6: (3.3); 7: (4.3); 8:
(5.1); 9: (6.1); 10: (8.3); 11: (10.3); 12: (11.2); 13: (7.3); 14: (12.2); 15: (branco); 16: (1.3); 17: (2.2);
18: (3.3); 19: (4.3); 20: (5.1); 21: (6.1); 22: (8.3); 23: (10.3); 24: (11.2).

A auséncia de bandas em gel pode apresentar diversas causas durante a
reacdo de PCR, sendo as principais: quantidade insuficiente de DNA ou excesso
deste, baixa qualidade do DNA ou presenca de inibidores, concentracdo de primer
baixa ou desiquilibrada, primers velhos, presenca de nucleases, descongelamento e
homogeneizacéo inadequada dos reagentes antes e durante o uso, funcionamento
inadequado do termociclador, temperatura de anelamento muito alta, temperatura de
desnaturacdo abaixo do ideal, tempo de extensdo muito curto, nimero de ciclos
abaixo do ideal (MERCK, 2024; THERMO FISHER SCIENTIFIC, 2024).

Através da espectrofotometria e da reagdo teste de PCR, confirmou-se a
qualidade e a integridade das amostras de DNA e dos primers, respectivamente.
Desta forma, acredita-se que a possivel causa da auséncia de bandas tenha sido o kit
de PCR. Com base nisso, buscou-se testar outros kits, da mesma marca, a fim de
verificar a possibilidade de um problema inerente ao produto (lote) utilizado.
Entretanto, ap6s uma sequéncia ininterrupta de tentativas e erros, optou-se por
substituir o produto Platinum® PCR SuperMix (Invitrogen) pelo PCR MasterMix
(Promega). A partir da troca, foi realizado um teste com o PCR MasterMix (Promega)
com amostras padronizadas da Extragdo 1, contudo, houve novamente a auséncia de
bandas. Considerando o resultado, criou-se uma nova hipétese. Durante os testes de
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verificacdo dos kits Platinum® PCR SuperMix (Invitrogen), podem ter ocorrido
alteracdes nas amostras de DNA, havendo mdltiplas causas, como: manuseio e
armazenamento inadequado das amostras, periodo de armazenamento muito longo,
inimeros ciclos de congelamento e descongelamento e a presenca de contaminantes
e nucleases (COSTA; MOURA, 2001; THERMO FISHER SCIENTIFIC, 2024).

Segundo OLIVEIRA et al. (2007), o manuseio das amostras de DNA deve, de
preferéncia, sempre ser feito com o auxilio de luvas, a fim de proteger os acidos
nucleicos contra a acdo de nucleases e enzimas, as quais se encontram nos fluidos
corporais liberados principalmente pelas maos humanas. Além disso, para adequada
conservacao das amostras, recomenda-se 0 armazenamento destas em temperaturas
de -20 a -80 °C, assim como o fracionamento em pequenas aliquotas, visando evitar
sucessivos descongelamentos e, consequentemente, a contribuicdo para a oxidagao
e degradacao do DNA.

SHAO et al. (2012), estudando o efeito do congelamento/descongelamento
sobre a estabilidade de DNA gendmico, verificaram que o material genético acaba
sofrendo degradacado, sendo tal fenbmeno proporcional ao nimero consecutivo de
ciclos de congelamento/descongelamento e ao tamanho do DNA isolado, sendo os
fragmentos maiores 0s mais suscetiveis. Além disso, observou-se também que o
armazenamento de amostras com altas concentracbes de DNA (100 mg/mL)
proporciona um efeito protetivo brando sobre a estabilidade se comparado a menores
concentragdes (10 mg/mL).

Conforme DEMEKE; JENKINS (2010) e SCHRADER et al. (2012), as reacdes
de PCR ainda podem ser inviabilizadas pela presenca de contaminantes nas amostras
de DNA, oriundos do préprio tecido vegetal, como polifendis e polissacarideos, ou dos
reagentes utilizados durante o protocolo de extracdo, como acido etilenodiamino tetra-
aceético (EDTA), etanol, isopropanol e o po de luvas. A acao inibitoéria pode estar
relacionada com a precipitacdo ou a desnaturagdo do DNA, quela¢éo do ion magnésio
e ligacao ou interferéncia na atividade da Taq DNA polimerase.

Considerando as possibilidades acima citadas, realizou-se uma reavaliacao
das amostras padronizadas em espectrofotometria (TABELA 5). As amostras de
codigo 9, 13 e 14 ndo foram padronizadas devido a amplificacdo na reagéo teste de
PCR dos marcadores R12H16 e 9020-F4. Ja o controle negativo, CTC4 (12), n&o foi

reavaliado devido ao baixo volume das amostras.
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TABELA 5 - REAVALIAGAO DA QUALIDADE DE AMOSTRAS DE DNA DE GENOTIPOS DE CANA-
DE-ACUCAR DA EXTRACAO 1

Primeira Quantificacéo Segunda Quantificacao
Cbd. Amostra DNA ng/ L A260/A280 Cod. Amostra DNA ng/ uL | A260/A280
13 46,5 2.05 13 61,9 2.13
2.2 78,5 1.22 2.2 25,9 1.15
3.3 623,3 177 3.3 24,4 0.79
4.3 78,4 2.14 4.3 146,1 157
5.1 33,2 2.26 5.1 92,6 2.40
6.2 72,0 1.89 6.2 139.3 1.35
7.2 66,2 2.03 7.2 84.2 1.50
8.3 61,1 1.65 8.3 38.6 0.54
10.2 32,1 2.04 10.2 100.6 1.33
11.2 81,0 1.97 11.2 19,7 0,53

Fonte: O Autor (2024).

Das onze amostras reavaliadas, nove apresentaram uma diminuigdo na
relacdo A260/A280 nm, sendo elas: 2.2; 3.3; 4.3; 6.2; 7.2; 8.3; 10.2 e 11.2, indicando
uma perda da qualidade. Em relacédo a concentracéo, as amostras 2.2; 3.3; 8.3 e 11.2
apresentaram uma reducdo, engquanto nas demais se observou um aumento
consideravel. Esta situacéo foi verificada também por MARTINEZ et al. (2018), os
quais, estudando o efeito da temperatura na conservacédo do DNA, observaram um
aumento evidente na concentracdo de algumas das amostras analisadas, alegando
gue tal aumento pode estar atrelado a evaporacédo do Tris-EDTA (TE), solvente da
amostra do DNA, devido ao processo de congelamento/descongelamento.

A partir dos resultados obtidos, optou-se por fazer uma nova extracao de DNA

(Extracéo 2).
4.4 QUANTIFICACAO E INTEGRIDADE DO DNA EXTRAIDO (EXTRAGCAO 2)

A fim de aperfeicoar a pureza das amostras de DNA, uma possibilidade é
submeta-las a mais de um tratamento com cloroférmio. Tal composto quimico, uma
vez adicionado a mistura de extracdo, ajuda na formacgéo de duas fases distintas: uma
fase aquosa e outra organica. Na fase aquosa se concentra o DNA, devido a sua
polaridade, enquanto na fase organica se encontram proteinas desnaturadas pela
acao do cloroférmio. Apesar de purificar mais o DNA, a cada repeticdo, existe o risco
proporcional de haver perdas de DNA (OLIVEIRA et al., 2007).
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Assim como feito para a Extragdo 1, por meio da analise em
espectrofotometria, verificou-se a qualidade das amostras de DNA da Extracéo 2. N&do
foram verificados valores de relagdo A260/A280 nm superiores a 2,0, entretanto,
mesmo apos um segundo tratamento com cloroférmio, dentre as 42 amostras obtidas,
apenas 14 acabaram apresentando valores entre 1,8 e 2,0, valores considerados
ideais (TABELA 5).

TABELA 6 - QUANTIFICAGAO DE DNA DE AMOSTRAS DE GENOTIPOS DE CANA-DE-ACUCAR
DA EXTRACAO 2 POR ESPECTROFOTOMETRIA

Cdbdigo Amostra DNA ng/ pL A260/A280 | Codigo Amostra DNA ng/ pL A260/A280
11 28,0 1.53 8.1 20,6 1.81
12 28,2 1.64 8.2 21,7 1.99
13 18,8 1.62 8.3 27,2 1.89
21 18,1 1.38 9.1 30,9 1.94
2.2 11,6 1.14 9.2 255 1.89
2.3 11,8 1.24 9.3 35,2 1.92
31 19,7 1.39 10.1 17,2 1.86
3.2 15,0 1.29 10.2 151 1.87
3.3 161,8 1.78 10.3 14,3 1.36
4.1 39,4 1.75 111 34,8 1.94
4.2 20,4 151 11.2 15,3 1.61
4.3 20,7 152 11.3 16,4 1,74
51 29,7 1.63 121 23,7 1.87
5.2 19,0 1.55 12.2 41,7 1.38
5.3 26,2 1.46 12.3 40,2 1.48
6.1 18,0 1.76 131 17,2 1.79
6.2 12,6 1.79 13.2 18,4 1.85
6.3 13,5 1.67 13.3 34,1 1.91
7.1 15,3 1.40 141 32,4 1.94
7.2 22,2 1.64 14.2 24,2 1.75
7.3 33,5 1.94 14.3 10,0 1.36

Fonte: O Autor (2024).

A taxa consideravel de amostras, com a relacdo A260/A280 nm abaixo de 1,8,
ainda indica ter havido contaminacao por proteinas. Tal fato pode estar relacionado
com a etapa de transferéncia, durante o protocolo de extracdo, do sobrenadante de
um microtubo para um novo. Por ser um processo manual, a eficacia da etapa acaba

dependendo da precisdo da pessoa operante, sendo importante durante a
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transferéncia evitar tocar a interface com a ponta da ponteira, assim como transferir o
sobrenadante misturado com a fase organica (OLIVEIRA et al., 2007).

Em relagdo a concentragédo de DNA das amostras, verificou-se uma baixa
quantidade se comparado a extracdo realizada por CENSI (2017), cujos valores
variaram entre 100 e 5000 ng/uL. Nesta extracdo, observou-se uma concentracao
meédia de 23 ng/uL, havendo apenas uma amostra com valor superior a 100 ng/uL.
Possivelmente, as concentragfes iniciais das amostras ja eram baixas, sendo
reduzidas pelo segundo tratamento com cloroférmio.

Posteriormente a quantificacdo das amostras, confirmou-se a integridade do
DNA em gel de agarose 1% (FIGURA 8 e 9), ndo sendo constatado a formacéo de
bandas de arraste. Entretanto, observou-se que certas amostras com uma baixa
relacdo A260/A280 nm, como a 2.3 (1.24), apresentaram bandas mais nitidas que
aguelas com uma relacdo superior, como a amostra 11.1 (1.94). Tal fendbmeno pode
ter ocorrido devido a um erro de pipetagem e/ou homogeneizacdo, das amostras
originais, durante o processo de padronizacéo para uma concentracao de DNA de 10
ng/uL.

FIGURA 9 - AVALIACAO DA INTEGRIDADE DO DNA GENOM[CO EM GEL DE AGAROSE 1% DAS
AMOSTRAS DOS GENOTIPOS DE CANA-DE-ACUCAR DA EXTRACAO 2

ak oen U s R ey e T 13_:14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25

Lot e DD B e e bt b e el B e o e O Gl b G e A

Fonte: O Autor (2024).

Poco: (Amostra); 1: (1.1); 2: (1.2); 3: (1.3); 4: (2.1); 5: (2.2); 6: (2.3); 7: (3.1); 8: (3.2); 9: (3.3); 10:
(4.2); 11: (4.2); 12: (4.3); 13: (5.1); 14: (5.2); 15: (5.3); 16: (6.1); 17: (6.2); 18: (6.3); 19: (7.1); 20:
(7.2); 21: (7.3); 22: (8.1); 23: (8.2); 24: (8.3); 25: (9.1).

FIGURA 10 - AVALIACAO DA INTEGRIDADE DO DNA GENOM]CO EM GEL DE AGAROSE 1%
DAS AMOSTRAS DOS GENOTIPOS DE CANA-DE-ACUCAR DA EXTRACAO 2

Fonte: O Autor (2024).
Poco: (Amostra); 1: (9.2); 2: (9.3); 3: (10.1); 4: (10.2); 5: (10.3); 6: (11.1); 7: (11.2); 8: (11.3); 9: (12.1);
10: (12.2); 11: (12.3); 12: (13.1); 13: (13.2); 14: (13.3); 15: (14.1); 16: (14.2); 17: (14.3).
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A partir da avaliacdo do gel de integridade do DNA, separou-se as amostras
em trés conjuntos conforme a qualidade, sendo o Conjunto de Amostras 1 (1.1; 2.3;
3.1;4.1;5.3;6.2; 7.3; 8.2; 9.1; 10.2; 11.3; 12.1; 13.3; 14.1) e 2 (1.3; 2.1; 3.3; 4.3; 5.2;
6.3; 7.2; 8.3; 9.2; 10.1; 11.2; 12.3; 13.2; 14.2), amostras superiores, e a 3 (1.2; 2.2;
3.2;4.2;5.1;6.1;7.1;8.1;9.3; 10.3; 11.1; 12.2; 13.1; 14.3), intermediarias.

4.5 REACOES DE PCR COM AMOSTRAS DA EXTRACAO 2

Utilizando o Conjunto de Amostras 1, realizou-se uma reacédo de PCR sendo
testado os marcadores moleculares R12H16 e 9020-F4 para todos os genotipos
(FIGURA 11 e 12). A partir dos resultados, observou-se que houve a amplificacdo do
marcador 9020-F4 para todas as amostras, fato que ndo ocorreu com o marcador

R12H16, cuja amplificacdo ndo foi verificada mesmo para o controle positivo (7.3).

FIGURA 11 - REAGAO DE PCR COM OS MARCADORES MOLECULARES R12H16 E 9020-F4
PARA GENOTIPOS DE CANA-DE-ACUCAR DO CONJUNTO DE AMOSTRAS 1

4 5 6 7 8 9 @1 A 125 G138 A0S 16 o T~ 48w 9. 22059212227 23

1000 pb =3

SRR

R12H16 9020-F4

Fonte: O Autor (2024).

L: ladder (1 kb); Poco: (Amostra); 1: (branco); 2: (1.1); 3: (2.3); 4: (3.1); 5: (4.1); 6: (5.3); 7: (6.1); 8:
(7.3);9:(8.2); 10: (9.1); 11: (10.2); 12: (11.3); 13: (12.1); 14: (13.3); 15: (14.1); 16: (branco); 17: (1.1);
18: (2.3); 19: (3.1); 20: (4.1); 21: (5.3); 22: (6.1); 23: (7.3).
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FIGURA 12 - REAGCAO DE PCR COM O MARCADOR MOLECULAR 9020-F4 PARA GENOTIPOS
DE CANA-DE-ACUCAR DO CONJUNTO DE AMOSTRAS 1

sl R 3 a 5 6 7

e

1000 pb =

500 pb 23

Fonte: O Autor (2024).
L: ladder (1 kb); Pocgo: (Amostra); 1: (8.2); 2: (9.1); 3: (10.2); 4:

(11.3); 5: (12.1); 6: (13.3); 7: (14.1).

Considerando a possibilidade de ter havido um erro de preparo dos reagentes
para a PCR, realizou-se mais uma reacao apenas para o marcador R12H16, sendo

utilizado a triplicata do controle positivo (7.1, 7.2 e 7.3) (FIGURA 13).

FIGURA 13 - REACAO DE PCR PARA AVALIACAO DO FUNCIONAMENTO DO MARCADOR
MOLECULAR R12H16 PARA A TRIPLICATA DO CONTROLE POSITIVO DE CANA-DE-ACUCAR
PARA O GENE BRU1

1 P 3

Fonte: O Autor (2024).
L: ladder (100 bp); Pogo: (Amostra); 1: (7.1);

2:(7.2); 3: (7.3).
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A partir do resultado acima, observou-se que ndo houve novamente a
amplificacdo do marcador R12H16 para a triplicata. Para tal situacdo, desconsiderou-
se a possibilidade de ter havido um problema com as amostras de DNA, uma vez que
houve a amplificacdo do marcador 9020-F4 para a amostra 7.3. Desta forma, acredita-
se gue o par de primers R12H16 possa ter sofrido alguma alteracdo durante os seus
diversos usos.

Entre as possiveis causas para tal alteracdo, acredita-se que neste trabalho
hajam duas principalmente: primers velhos e/ou degradacdo dos primers.
Oligonucleotideos iniciadores liofilizados sdo estaveis a -20 °C por pelo menos 1 ano,
ao passo que aqueles dissolvidos em TE e agua livre de nucleases duram no minimo
seis meses a -20 °C (THERMO FISHER SIENTIFIC, 2024). Acredita-se que 0s primers
utilizados neste trabalho tinham cerca de 3 anos, sendo armazenados em freezer a -
20 °C. Além disso, por serem pequenos fragmentos sintéticos de DNA, assim como o
DNA gendmico, os primers podem sofrer degradacao devido a ciclos sucessivos de
congelamento/descongelamento, situacdo que ocorreu durante o desenvolvimento
dos testes de PCR.

4.6 AMPLIFICACAO DO MARCADOR 9020-F4 E DIGESTAO COM ENZIMA RSAL

Considerando a perda da funcionalidade do marcador R12H16, decidiu-se
prosseguir o trabalho avaliando os genétipos apenas com o marcador 9020-F4, sendo
realizado reacdes de PCR com o Conjunto de Amostras 1, 2 e 3 separadamente
(FIGURA 14, 15 e 16).
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FIGURA 14 - REACAO DE PCR COM O MARCADOR MOLECULAR 9020-F4 COM AMOSTRAS DE
DNA DE GENOTIPOS DE CANA-DE-ACUCAR DO CONJUNTO DE AMOSTRAS 1

Fonte: O Autor (2024).
L: ladder (100 bp); Pogo: (Amostra); 1: (12.1); 2: (7.3); 3: (1.1); 4: (2.3); 5: (3.1); 6: (4.1); 7: (5.3); 8:
(6.1); 9: (8.2); 10: (9.1); 11: (10.2); 12: (11.3); 13: (13.3); 14: (14.1); 15: (branco).

FIGURA 15 - REAGAO DE PCR COM O MARCADOR MOLECULAR 9020-F4 COM AMOSTRAS DE
DNA DE GENOTIPOS DE CANA-DE-ACUCAR DO CONJUNTO DE AMOSTRAS 2

1 2 3 4 5} 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

1000 pb =

500 pb [

Fonte: O Autor (2024).
L: ladder (100 bp); Pogo: (Amostra); 1: (12.3); 2: (7.2); 3: (1.3); 4: (2.1); 5: (3.3); 6: (4.3); 7: (5.2); 8:
(6.3); 9: (8.3); 10: (9.2); 11: (10.1); 12: (11.2); 13: (13.2); 14: (14.2); 15: (branco).
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FIGURA 16 - REACAO DE PCR COM O MARCADOR MOLECULAR 9020-F4 COM AMOSTRAS DE
DNA DE GENOTIPOS DE CANA-DE-ACUCAR DO CONJUNTO DE AMOSTRAS 3

Fonte: O Autor (2024).
L: ladder (100 bp); Poco: (Amostra); 1: (12.2); 2: (7.1); 3: (1.2); 4: (2.2); 5: (3.2); 6: (4.2); 7: (5.1); 8&:
(6.1); 9: (8.1); 10: (9.3); 11: (10.3); 12: (11.1); 13: (13.1); 14: (14.3); 15: (branco).

A partir da reacdo de PCR dos trés conjuntos, observou-se a amplificacdo do
marcador para todas as amostras avaliadas no Conjunto de Amostras 1 e 2,
corroborando com os resultados encontrados por WANG et al. (2017). No Conjunto
de Amostras 3, verificou-se que as amostras 2.2, 5.1 e 9.3 ndo apresentaram
amplificacéo, fato previsto ja que era constituido por amostras de menor qualidade.
Além disso, observou-se que as amostras branco dos Conjunto de Amostras 2 e 3
apresentaram amplificacdo, situacdo divergente ao esperado, uma vez que Sao
caracterizadas pela auséncia de DNA durante seu preparo. Possivelmente, a causa
tenha sido uma contaminagéo cruzada.

Considerando a qualidade de cada conjunto e os resultados acima, optou-se
por dar prosseguimento ao processo de digestdo com a enzima de restricdo Rsal, dos
produtos de PCR do marcador 9020-F4, apenas com o Conjunto de Amostras 1 e 2
(FIGURA 17 e 18), sendo utilizado a amostra branco do Conjunto de Amostras 1 para

ambas as digestoes.
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FIGURA 17 - DIGESTAO COM ENZIMA DE RESTRIQAO RSAI DOS PRODUTOS DA REACAO DE
PCR DO MARCADOR 9020-F4 DOS GENOTIPOS DE CANA-DE-ACUCAR DO CONJUNTO DE
AMOSTRAS 1

Fonte: O Autor (2024).
L: ladder (100 bp); Poco: (Amostra); 1: (12.1); 2: (7.3); 3: (1.1); 4: (2.3); 5: (3.1); 6: (4.1); 7: (5.3); 8:
(6.1); 9: (8.2); 10: (9.1); 11: (10.2); 12: (11.3); 13: (13.3); 14: (14.1); 15: (branco).

FIGURA 18 - DIGESTAO COM ENZIMA DE RESTRIQAO RSAI DOS PRODUTOS DA REACAO DE
PCR DO MARCADOR 9020-F4 DOS GENOTIPOS DE CANA—DE—AQUCAR DO CONJUNTO DE
AMOSTRAS 2.
iy oo po

-

1000 pb—)
500 pb =}

200 pb =

Fonte: O Autor (2024).
L: ladder (100 bp); Poco: (Amostra); 1: (12.3); 2: (7.2); 3: (1.3); 4: (2.1); 5: (3.3); 6: (4.3); 7: (5.2); 8:
(6.3); 9: (8.3); 10: (9.2); 11: (10.1); 12: (11.2); 13: (13.2); 14: (14.2); 15: (branco).

4.7 FREQUENCIA DO MARCADOR 9020-F4-RSAL NOS GENOTIPOS DE CANA-
DE-ACUCAR

A presenca do marcador molecular 9020-F4-Rsal foi verificada em 11 dos 14
genodtipos avaliados, ndo sendo observado para o controle negativo e para oS
genotipos RB116931 (2.3, 2.1) e RB066443 (3.1, 3.3). Quanto ao gendtipo RB116931,
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esperava-se um resultado positivo para a amplificacdo, visto que BORELLA et al.
(2021), apos a analise do gene Brul em 64 gendtipos de cana, confirmaram o aspecto
resistente do parental RB855113, sendo o outro parental de RB116931, portanto,
possivelmente um individuo suscetivel.

Apesar da resisténcia a ferrugem marrom ser transmitida com eficacia
(HOGARTH et al., 1983; SORDI et al., 1988), p6de-se confirmar que a presenca
somente de um parental resistente ndo garantird sempre uma progénie com a mesma
caracteristica, no entanto, é possivel. Tal situacdo foi verificada também por
BORELLA et al. (2021), os quais observaram que o proprio genotipo RB855113,
apresentava um parental suscetivel (SP70-1143) e um resistente (RB72454). O
mesmo pdde ser analisado no presente trabalho para os genotipos RB046222 (4.1,
4.3) e RB076553 (13.2, 13.3), os quais apresentaram amplificacdo para o marcador
9020-F4-Rsal, apesar de possuirem um parental suscetivel, conforme CENSI (2017),
sendo eles: SP80-1842 e SP70-1143, respectivamente.

Embora a presenca do marcador 9020-F4-Rsal nos gendétipos avaliados seja
um indicio, ndo se pdde confirmar o carater resistente a ferrugem marrom para todos
os individuos avaliados. Comumente, a validacdo da resisténcia é feita mediante a
amplificacdo tanto do marcador R12H16 como do 9020-F4-Rsal (RACEDO et al.,
2013; CENSI, 2017; LI et al., 2017; ZHANG et al., 2021). Tal situacéo foi verificado
para os genétipos RB076553, RB046215 e RB116969, visto que apresentaram a
amplificagédo para ambos os marcadores, indicando a presenga do gene Brul
(TABELA 7). Entretanto, existe a possibilidade de ocorrer a amplificacdo para apenas

um dos marcadores.

TABELA 7 - GENOTIPAGEM DAS CULTIVARES DE CANA-DE-ACUCAR QUANTO A PRESENCA
OU AUSENCIA DOS MARCADORES MOLECULARES R12H16 E 9020-F4-RSAI

Clone/Cultivar R12H16 9020-F4-Rsal
RB867515 (+) + +
CTC4 () ? -
RB056351
RB056380
RB046215
RB046222
RB066443
RB076537
RB076553
RB116922

+ + + +

N N N T Y

+ + +
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RB116931
RB116948
RB116966

RB116969

Fonte: O Autor (2024).
(+): presenga, (-): auséncia, ?: ndo avaliado.

+ 0 0
+ + +

BARRETO et al. (2017), avaliando a eficiéncia dos marcadores moleculares
R12H16 e 9020-F4-Rsal na predicao de resisténcia a ferrugem marrom, verificaram
que de 14 variedades RB, duas apresentaram amplificacdo para apenas um dos
marcadores. A variedade RB806043 demonstrou amplificacdo apenas para o
marcador R12H16, ao passo que a variedade RB835089, apenas para o marcador
9020-F4-Rsal, sendo classificadas como suscetivel e resistente, respectivamente.

Situacédo semelhante foi observada por NEUBER (2015) durante investigacao
da presenca do gene Brul em 386 acessos de cana-de-acUcar. Conforme os
resultados, verificou-se que 8 gendtipos foram positivos apenas para o marcador
R12H16, apresentando diferentes graus de susceptibilidade a doenca. Apesar disso,
através de uma analise de correlagcdo entre a presenca dos marcadores e a
severidade da ferrugem marrom, confirmou-se que a existéncia de apenas um
marcador, seja R12H16 ou 9020-F4-Rsal, proporciona uma reducao da severidade
da doenca e, portanto, rumo a resisténcia.

N&do obstante a genotipagem permita identificar genes e marcadores
relacionados a caracteristicas de interesse, a expressao génica pode variar conforme
fatores bidticos e abidticos. Com base nisso, concomitante a genotipagem, torna-se
importante a realizacdo da fenotipagem dos individuos avaliados, visto que este
processo possibilita confirmar se as previsfes realizadas com base na genotipagem
realmente se manifestam no campo. Dentro disso, tem-se a avaliacdo e quantificacao
de doencas fitopatogénicas, sendo alguns dos objetivos o auxilio em estudos de
métodos de controle, analisando a eficiéncia de produtos quimicos ou a resisténcia
varietal, bem como a construcdo de modelos estatisticos que estimam o progresso e
os danos de doencas (ALMEIDA, 2022). No caso da ferrugem marrom, sua
quantificacdo é feita geralmente se estimando a severidade por meio de escalas
diagramaticas, sendo a mais utilizada atualmente, a proposta por AMORIM et al.
(1987) (BARRETO et al., 2017; KOCH, 2020; BORELLA et al., 2021).
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NEUBER (2015), avaliando a severidade da ferrugem marrom em 94
genotipos de cana-de-acucar, verificou que 77% das cultivares que possuiam 0s
marcadores relacionados ao gene Brul foram classificadas como resistentes,
enquanto os outros 23%, apesar do diagndstico negativo para o0 gene, apresentaram
carater resistente também, sendo tal fenbmeno observado por outros autores (PARCO
et al., 2014; WANG et al., 2017; BORELLA et al., 2021). A partir disso, inferiu-se a
possibilidade de outra fonte de resisténcia, como verificado por RABOIN et al. (2006),
0Ss quais verificaram a existéncia de um segundo gene maior de resisténcia (Bru2) na
cultivar australiana MQ76-53, sendo o gene responsavel pelo controle da esporulacéo
do fungo na folha. Tal fato é considerado de elevada relevancia para os programas de
melhoramento de cana-de-acUcar, uma vez que fontes alternativas de resisténcia
podem ser introduzidas e combinadas com o gene Brul, aumentando a eficiéncia e a
durabilidade contra a ferrugem marrom.

Desta forma, fica claro a importancia da fenotipagem, uma vez que a utilizacéo
da genotipagem isoladamente ndo proporcionaria a descoberta de possiveis novas
fontes de resisténcia. Além do mais, conforme COSTET et al. (2012), exce¢bes com
a presenca do marcador R12H16 e 9020-F4-Rsal em variedades suscetiveis
poderiam indicar a existéncia de diferentes racas de P. melanocephala e,

conseguentemente, quebra de resisténcia.
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5 CONCLUSAO

Areacao de PCR, embora seja uma técnica reconhecida por sua simplicidade,
facilidade e praticidade, envolve diversos fatores, como a degradacdo dos primers e
a contaminacao de amostras, que podem comprometer o funcionamento adequado e,
consequentemente, gerar resultados indesejados, conforme observado no presente
estudo. Portanto, toda organizacdo e precaucdo durante 0 manuseio e
armazenamento dos reagentes s&o altamente recomendadas para uma maior
precisao dos resultados.

Por meio da amplificacdo do marcador R12H16 e 9020-F4-Rsal, dos 14
gendtipos avaliados, 4 apresentaram o gene de resisténcia Brul, sendo eles
RB076553, RB046215, RB116969 e o controle positivo, RB867515. Para os demais
genaotipos, embora ndo tenha sido possivel a verificacdo do marcador R12H16, existe
a possibilidade de apresentarem o carater resistente, frente a amplificacdo do
marcador 9020-F4-Rsal, com excecao dos genotipos RB116931, RB066443 e o
controle negativo, CTC4, os quais ndo apresentaram amplificacdo para este

marcador.
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6 RECOMENDACOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Para a obtengéo de amostras de DNA de melhor qualidade, recomenda-se
testar, além do cloroférmio, outros métodos de purificacdo de DNA, como a utilizagéo
de fenol tamponado, mistura de fenol com cloroférmio, uso de colunas de silica e
beads magnéticas (OLIVEIRA et al., 2007; TSAI et al., 2019; HAWKINS et al., 2022;
MOLBERT et al., 2023).

Em relacéo as reacdes de PCR, recomenda-se o fracionamento das amostras
de DNA, com o objetivo de evitar possiveis danos causados por ciclos repetidos de
congelamento e descongelamento. Ademais, para confirmar o carater resistente de
cada gendtipo avaliado, sugere-se a aquisicao e o teste de um novo par de primers
R12H16.

Paralelamente a genotipagem, € aconselhavel realizar a avaliacdo dos
genotipos, seja em casa de vegetacdo ou em campo, analisando a severidade da
ferrugem marrom, a fim de verificar se as previsdes baseadas na genotipagem

correspondem aos resultados observados na prética.
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